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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft synthetische Derivate von Lunularsaure, Arzneimittel enthaltend diese Verbindungen, 
Verfahren zur Herstellung der Lunularsaurederivate sowie deren Verwendung als chemopraventive Agentien gegen 
5 Krebserkrankungen. 

[0002] Da Krebs eine Erkrankung ist, die heute aus verschiedensten Griinden (z. B. Alterwerden der Bevolkerung, ne- 
gative Umwelteinflusse usw.) schon ein Drittel der Bevolkerung von Industriestaaten betrifft und noch mit einer weiteren 
Zunahme der Erkrankungen zu rechnen ist, gibt es Bemiihungen Stoffe herauszufinden, welche fruhzeitig angewendet, 
einen Schutz vor dem Entstehen von Xrebs geben (Krebsprophylaxe). Es gibt. deshalb eine ausgedehnte Forschungsrich- 
10 tung, die sich mit der Identifikation neuer chemopraventiver Agentien beschaftigt, um den dringenden Bedarf der Krebs- 
verhiitung zu decken. 

[0003] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der Identifikation neuer chemopraventiver Agentien, die 
einfach und nebenwirkungsfrei anzuwenden sind. 

[0004] Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der Patentanspriiche. 
15 [0005] Von den Erfindern wurde bereits fruher gefunden, daB Lunularsaure (2-Hydroxy-6-[2-(4-hydroxyphe- 
nyl)]ethylbenzoesaure) und Lunularin, die aus Leberblumchen, welche zur Kategorie der Moose gehoren, isoliert werden 
konnen, eine chemopraventive Wirkung haben. 
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Lunularsaure: R = COOH 
Lunularin: R = H 

[0006] Jetzt wurde weiter herausgefunden, daB bestimmte Derivate der Lunularsaure eine noch weit iiber Lunularsaure 
und Lunularin hinausgehende positive Wirkung haben und selbst in geringen Dosen noch gegen S toff wee hselprozesse 
schiitzen, die fur eine Krebsentstehung verantwortlich gemacht werden konnen. Gegenstand der Erfindung sind daher 
Verbindungen der allgemeinen Formel (I) oder (II) 
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OR 
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worin X ein beliebiger mono- oder polycyclischer (Iletero)Arylrest, der ggf. substituiert ist, ist. Beispiele hierfiir sind ein 
carbocyclischer, monocyclischer Rest, beispielsweise die Phenylgruppe, ein heterocyclischer, monocyclischer Rest, bei- 
spielsweise die Gruppen Thienyl, Thiophenyl, Furyl, Furanyl, Pyranyl, Pyrrolyl, Imidazolyl, Pyrazolyl, Pyridyl, Pyrazi- 
nyl, Pyrimidinyl, Pyrazinyl, Pyridazinyl, Thiazolyl, Oxazolyl, Indolyl, Furazannyl, Pyrrolinyl, Imidazolinyl, Pyrazoli- 
nyl, Thiazolinyl, Triazolyl, Tetrazolyl, sowie die Positionsisomeren des oder der Heteroatome, die diese Gruppen umfas- 
sen konnen, ein Rest bestehend aus carbocyclischen kondensierten Ringen, beispielsweise die Naphthylgruppe oder die 
Phenanthrenylgruppe, ein Rest bestehend aus kondensierten heterocyclischen Ringen, beispielsweise Benzofuranyl, 
Benzothienyl, Benzimidazolyl, Benzothiazolyl, Naphtho[2,3-b]thienyl, Thianthren}4, Isobenzofuranyl, Chromenyl, 
Xanthenyl, Phenoxathiinyl, Indolizinyl, Isoindolyl, 3H-Indolyl, Indolyl, Indazolyl, Purinyl, Chinolizinyl, Isochinolyl, 
Chinolyl, Phthalzinyl, Naphthyridinyl, Chinoxalinyl, Chinazolinyl, Chinolinyl, Pteridinyl, Carbazolyl, p-Carbolinyl, 
Ginnolinyl, Acridinyl, Phenazinyl, Phenothiazinyl, Phenoxazinyl, Indolinyl, Isoindolinyl, Imidazopyridyl, Imidazopy- 
ridmidinyl oder auch die kondensierten polycyclischen Systeme bestehend aus heterocyclischen Monozyklen, wie bei- 
spielsweise vorstehend definiert, wie beispielsweise Thionaphthenyl, Furo[2,3-b]pyrrol oder Thieno[2,3-b]furan, und 
insbesondere die Phenyl-, Furylgruppen, wie 2-Furyl, Imidazolyl, wie 2- Imidazolyl, Pyridyl, wie 2-Pyridyl, 3-Pyridyl, 4- 
Pyridyl, Pyrimidinyl, wie Pyridmid-2-yl, Thiazolyl, wie Thiazol-2-yl, Thiazolinyl, wie Thiazolin-2-yl, Triazolyl, wie 
Triazolyl-2-yl, Tetrazolyl, wie Tetrazol-2-yl, Benzimidazolyl, wie Benzimidazol-2-yl, Benzothiazolyl, Benzothiazol-2- 
yl, Purinyl, wie Purin-7-yl, oder Chinolyl, wie 4- Chinolyl. 

[0007] In den obigen Formeln konnen R L und R 2 jeweils unabhangig voneinander Wasserstoff, einen geraden oder ver- 
zweigten Alkylrest mit 1 bis 30 Kohlenstoffatomen, einen geraden oder verzweigten Alkenylrest mit 2 bis 30 Kohlen- 
stoffatomen, einen mono- oder polyzyklischen Alkylrest mit 3 bis 30 Kohlenstoffatomen, einen mono- oder polyzykli- 
schen Alkenylrest mit 4 bis 30 Xohlenstoffatomen, oder einen mono- oder polyzyklischen aromatischen Rest bedeuten, 
wobei diese Reste gegebenenfalls durch einen oder mehrere Substituenten substituiert sein konnen. R L und R 2 konnen 
gleich oder verschieden sein. 

[0008] Es kann fur Ri und/oder R 2 jeder beliebige gerade oder verzweigte Ci 30- Alkylrest verwendet werden. Bei- 
spiele hierfur sind Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Isopropyl-, Butyl-, Isobutyl-, tert.-Butyl-, n-Butyl-, n-Hexyl-, 2-Methylpen- 
tyl-, 2,3-Dimethylbutyl-, n-Heptyl-, 2-Methylhexyl-, 2,2-Dimethylpentyl-, 3,3-Dimethylpentyl-, 3-Ethylpentyl-, n-Oc- 
tyl-, 2,2-Dimethylhexyl-, 3,3-Dimethylhexyl-, 3-Methyl-3-ethylpentylgruppen. Bevorzugt sind wegen der besseren Los- 
lichkeit kurze Alkylketten, wie Methyl-, Ethyl-, Propyl- und Isopropyl-. Bevorzugt sind R\ und R 2 gerade Ci_i4-Alkyl- 



2 



DE 100 15 525 A 1 



reste oder C 3 _i4-Cycloalkylreste. Besonders bevorzugt stehen R4 und R 2 fiir H, CH 3 oder CH 3 CH 2 . 
[0009] Es kann fiir R4 und/oder R 2 jeder beliebige gerade oder verzweigte C 2 _ 3 o-Alkenylrest verwendet werden. Bei- 
spiele hierfur sind Vinyl-, Propenyl-, Isopropenyl-, Allyl-, 2-Methylallyl-, Butenyl- oder Isobutenyl-, Hexenyl- oder Iso- 
hexenyl-, heptenyl- oder Isoheptenyl-, Octenyl- oder Isooctenylgruppen. Bevorzugt sind Vinyl-, Propenyl- und Isopro- 
penyl-. 

[0010] So kann R4 und/oder R 2 jeder beliebige Cycloalkylrest sein. Beispiele hierfur sind eine Cyclopropyl-, Cyclobu- 
tyl-, Cyclopentyl- oder Cyclohexyl-, Cycloheptyl-, Cxclooctyl-, Cyclononyl- oder Cyclodecylgruppen. Bevorzugt sind 
Cyclopropyl-, Cyclobutyl-, Cyclopentyl- und Cyclohexyl-. 

[0011 ] Der fiir und/oder R 2 verwendbare Cycloalkenylrest mil 4 bi s 30 TCohlenstofFatomen kann jeder beliebige Cy- 
cloalkenylrest sein. Beispiele hierfur sind eine Cyclobutenyl-, Cyclopentenyl- oder Cyclohexenyl-, Cycloheptenyl-, 
Cxclooctenyl-, Cyclononenyl- oder Cyclodecenylgruppen. Bevorzugt sind Cyclobutenyl-, Cyclopentenyl- oder Cyclo- 
hexenyl. Beispiele fiir polyzyklische Alkyl- bzw. Alkenylreste umfassen Norbornan, Adamantan oder Benzvalen. 
[0012] Vorzugsweise vorhandene Substituenten der verschiedenen vorstehend angegebenen Reste X, R L und/oder R 2 
sowie des Grundgeriists als Substituent R 3 konnen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt werden: 

- Halogen: Fluor, Chlor, Brom, Iod, 

Amino, Alkylamino, Dimethylamino oder Ethylainino, Dialkylamino, wie Dimethylamino, Diethylamino, Me- 
thylethylamino, wobei jeder dieser Dialkylaminoreste gegebenenfalls in Oxidform vorliegt, 

- Aminoalkyl, wie Aminomethyl oder Aminoethyl, 

- Dialkylaminoalkyl, wie Dimethylaminomethyl oder -ethyl, 

- Dialkylaminoalkyloxy, wie Dimethylaminoethyloxy, 

- Hydroxyl, 

freie, veresterte Carboxylgruppe, wie Alkoxycarbonyl, beispielsweise Methoxycarbonyl oder Ethoxycarbonyl, 
oder in ein Salz, beispielsweise durch ein Natrium- oder Kaliumatom uberfiihrt, 

Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, wie Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, tert.-Butyl, gegebe- 
nenfalls durch ein oder mehrere Halogenatom(e) substituiert, beispielsweise durch Fluor, wie Trifluormethyl, 

- Oxo, Cyano, Nitro, Formyl, 

- Acyl, wie Acetyl, Propionyl, Butyryl, Benzoyl, 

Acyloxy, wie Acetoxy oder ein Rest der Formel: -0-CO-(CH 2 ) n C0 2 H, worin n = 1 bis 5, 

- Alkoxy, wie Methoxy, Ethoxy, Propyloxy, Isopropyloxy, Butylox}^, 

- Alkylthio, wie Methylthio, Ethylthio, Propylthio, Isopropylthio, Butylthio, 

- Carbamoyl, 

- Alkenyl, wie Vinyl, Propenyl, 

- Alkinyl, wie Ethinyl, Propinyl und 
Aryl, wie Phenyl, Furyl, Thienyl. 

[0013] Als Beispiele fur derartige substituierte Reste konnen ein durch ein oder mehrere Halogenatom(e) substituierter 
Alkylrest, wie die Trifluormethyl-, Trifluorbutyl-, Pentafluorpropyl-, Pentafluorbutyl-, Pentafluorpentyl-, Heptafluorbu- 
tyl- oder Nonafluorbutylgruppe oder 2-Chlorethyl- genannt werden. 

[0014] Verbindungen der obigen Formeln (I) und (II) werden im weiteren mit dem Begrilf "Lunularsaurederivate" be- 
schrieben. 

[0015] Bevorzugte Verbindungen sind: 




Rl, R2 = H, C2Hs,CH3 

R3 -R5 = H, OH, OR, Br, CI, AcO 



3,4- 
3,5- 
2,6 



ORt 




R 5 




3,4- 
3,5- 
2,6 



OR, 



[0016] ErfindungsgemaB ganz bevorzugte Verbindungen sind: 
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Br 



OC 2 H 5 



OCH 3 O 



EC-252 



[0017] Vorzugsweise werden die Verbindungen der obigen Formeln gemaB dem in Fig. 1 gezeigten Syntheseschema 
hergestellt. 

[0018] Die vorstehend genannten erfindungsgemaBen Verbindungen eignen sich zur Prevention von Krebserkrankun- 

35 gen aller Art, indem sie einerseits bestimmte Stoffwechselprozesse hemmen, bei denen Stoffe entstehen, die die Krebs- 
entstehung fordern, und andererseits bestimmte Stoffwechselprozesse fordern, die beispielsweise karzinogene Substan- 
zen abfangen. Die Modulation von Enzymen, die bei der metabolischen Aktivierung und Freisetzung von Carcinogenen 
beteiligt sind, ist einer der am besten untersuchten Mechanisrnen fiir chemoprotektive Agentien. Phase 1-Enzyme (Cy- 
tochrome P450) aktivieren Xenobiotika durch das Einfiigen von funktionellen Gruppen, die diese Verbindungen besser 

40 wasserloslich machen. Obwohl diese Funktionalisierung iiber Phase 1-Enzyme fur die komplette Detoxiifzierung von 
Substanzen notwendig ist, kann die Induktion von Phase 1 -Enzymen das Risiko erhohen, Carcinogene zu produzieren, 
die mit DNA reagieren konnen und Carcinogenese initiieren. Phase 2-Enzyme konjugieren die aktivierten Verbindungen 
an endogene Liganden, wie Glutathion oder Glucuron-, Essig- oder Schwefelsaure, wodurch die Freisetzung der Verbin- 
dungen in Form dieser Konjugate vermehrt wird. Allgemein stellt die Inhibierung von Phase 1 -Enzymen gleichzeitig mit 

45 der Induktion von Phase 2 Enzymen eine logische Strategic bei der Chemopravention dar, was besonders vorteilhaft in 
fruhen Stadien der Carcinogenese ist. Urn Modulatoren des Arzneiniittel-Metabolismus zu identifizieren und damit eine 
Aussage iiber chemopraventive Agentien zu erhalten, werden beispielsweise die inhibitorischen Effekte auf die Phase 1 
Cypl A Aktivitat und auf die Induktion der Phase 2 NAD(P)H:Chinonreduktase (QR) Aktivitat bestimmt. Dazu werden 
beispielsweise (3-Naphthoflavon-induzierte Rattenhepatomzellen als Quelle von Cypl A verwendet. Die zeitabhangige 

50 Dealkylierung von 3-Cyano-7-ethoxycumarin (CEC) zu 3-Cyano-7-hydroxycumarin kann fluorometrisch in 96-Loch- 
Platten verfolgt werden (Crespi et al, Anal. Biochem. (1997), 248 (1): 188-190). Die Induktion von QR-Aktivitat als 
Modell- Phase 2-Enzym wird beispielsweise colorimetrisch in kultivierten Hepa Iclc7-Zellen gemessen. Dazu wird die 
NADPH-abhangige Menadiol-vermittelte Reduktion von MTT (3-(4,5-dimethylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium- 
bromid) in blaues Formazan untersucht (Prochaska et al., Anal. Biochem. 1988, 169(2): 328-336). 

55 [0019] Die Verbindungen der obigen Formeln sind gut vertraglich und konnen im Rahmen eines Arzneimittels zur Pre- 
vention von Krebserkrankungen verabreicht werden. 

[0020] Das erfindungsgemaBe Arzneimittel kann auf verschiedenen Wegen verabreicht werden, z. B. oral, parenteral, 
kutan, subkutan, intravenos, intramuskular oder rektal. Bevorzugt ist die nicht-invasive, d. h. orale, subkutane oder rek- 
tale, Verabreichung. Das Arzneimittel wird einem Patienten iiber einen vom Arzt zu bestimmenden Zeitraum oder wird 
60 stetig iiber lange Zeitraume verabreicht. Das Arzneimittel kann sowohl Menschen als auch Saugern verabreicht werden. 
Das Arzneimittel bietet sich auch an als Uberstutzungsmedikation vor, wahrend oder nach einer Tumort.herapie (Opera- 
tion, Bestrahlung und/oder Chemother apie) an. 

[0021] Die Dosierung der erfindungsgemaBen Verbindung wird vom Arzt anhand der patientenspezifischen Parameter 
wie z. B. Alter, Gewicht, Geschlecht, Schwere der Erkrankung, etc. bestimmt. 
65 [0022] Entsprechend der Art der Verabreichung wird das Arzneimittel in geeigneter Weise formuliert, z. B. in Form 
von einfachen oder dragierten Tabletten, Hart- oder Weichgelatinekapseln, Pulver zur Rekonstitution vor Gebrauch, Gra- 
nulaten, Suppositorien, Ovula, Injektionspraparaten, Infusionslosungen, Pomaden, Cremes, Gels, Mikrospharen, Im- 
plantaten, die nach ublichen galenischen Verfahren hergestellt werden. 
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[0023] Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen gegebenenfalls zusammen mit weiteren Wirkstoffen und mit in 
pharmazeutischen Zusammensetzungen iiblichen Exzipientien formuliert werden, z. B. je nach herzustellendem Praparat 
Talk, Gummi arabicum, Lactose, Starke, Magnesiumstearat, Kakaobutter, waBrige und nichtwaBrige Trager, Fettkorper 
mit tierischem oder pflanzlichem Ursprung, Paraffinderivate, Glykole (insbesondere Polyethylenglykol), verschiedene 
Weichmacher, Dispergiermittel oder Emulgatoren, Konservierungsstoffe. 5 
[0024] Zur Herstellung fliissiger Praparate konnen Additive wie Natriumchloridlosung, Ethanol, S orbit, Glycerin, Oli- 
venol, Mandelol, Propylenglycol oder Ethylenglycol verwendet werden. 

[0025] Es konnen auch Infusions- oder Injektionslosungen hergestellt werden. Diese sind bevorzugt waBrige Losungen 
oder Suspensionen, wobei es moglich ist, diese vor Gebrauch herzustellen, beispielsweise aus lyophilisierten Praparat.en, 
die den WirkstofF alleine oder zusammen mit einem Trager, wie Mannit, Lactose, Glucose, Albumin und dergleichen, 10 
enthalten. Die gebrauchsfertigen Losungen werden sterilisiert und gegebenenfalls mit Hilfsmitteln vermischt, beispiels- 
weise mit Konservierungsstoffen, Stabilisatoren, Emulgatoren, Losungsvermittlern, PufFern und/oder Salzen zur Regu- 
lierung des osmotischen Drucks. Die Sterilisierung kann durch Sterilfiltration durch Filter mit einer kleinen PorengroBe 
erzielt werden, wonach die Zusammensetzung gegebenenfalls lyophilisiert werden kann. Geringe Mengen an Antibio- 
tika konnen auch zugesetzt werden, um die Beibehaltung der Sterilitat zu unterstutzen. 15 
[0026] Vorteilhaft ist die Bereitstellung des erfindungsgemaBen Arzneimittels in einer Dosis-Einheits-Form zur Verab- 
reichung an einen wS auger. 

[0027] Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel bzw. pharmazeutische Zusammensetzungen, die eine therapeutisch 
wirksame Menge des aktiven Inhaltsstoffs (erfindungsgemaBe Verbindung der obigen Formeln) zusammen mit organi- 
schen oder anorganischen inerten festen oder fliissigen pharmazeutisch vertraglichen Tragern bzw. Verdunnungsmitteln, 20 
die fur die beabsichtigte Verabreichung geeignet sind, und die mit den aktiven Inhaltsstoffen nicht nachteilig wechsel- 
wirken, enthalten. 

[0028] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Produktion einer pharmazeutischen Zusammensetzung, die da- 
durch gekennzeichnet ist, daB die erfindungsgemaBe Verbindung mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager ver- 
mischt wird. 25 
[0029] Unter den erfindungsgemaBen Medikamenten konnen insbesondere die im experimentellen Teil beschriebenen 
Verbindungen und ganz besonders die Verbindungen, bci denen in der obigen Formcl (I) oder (E) Rl und/oder R2, die 
gleich oder verschieden sein konnen, eine Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder Isoproylgruppe ist, genannt werden. 
[0030] Die erfindungsgemaBen Arzneimittel bzw. pharmazeutischen Zusammensetzungen umfassen als Wirkstoff 
mindestens einen wie vorstehend definierten Wirkstoff. Gegebenenfalls konnen noch weitere pharmazeutische Wirk- 30 
stoffe in die Zusammensetzung aufgenommen werden, wie z. B. 

- Antioxidantien [z. B. red. Gluthathion, N-Acety Icy stein, naturliche Polyphenole wie Gruntee-(Epigallcate-chin- 
gallat und andere Catechine) oder Rotweinbestandteile (Resveratrol), Anthocy anidine, Flavonoide, Procyanidine], 

Vitamine [z. B. hochdosiertes Vitamin C, Vitamin E, Vitamin A, Vitamin D], 35 

- Mineralstoffe [z. B. Magnesium, Zink, Calcium], 

- Spurenelemente [z. B. Selen], 

- Entziindungshemmer [z. B. Cyclooxygenase 1 oder 2 Hemmer (Nichtsteroidale Entziindungshemmer NSAIDs, 
wie ASS etc.), Lipoxygenasehemmer oder Hemmstoffe der induzierbaren Stickstoffoxidsynthese], 

- Hormommodulatoren [z. B. Antiostrogene (z. B. Tamoxifen, Genistein) oder Aromatasehemmer], 40 
Angiogenesehemmer [z. B. Genistein], 

- Modulatoren der Signaliibertragung [z. B. Proteinkinasehemmer (z. B. Curcumin oder Ras-Farnesylierungshem- 
mer, wie Perillylalkohol oder Limonen)], 

- Proliferationshemmer, 

- Ornithin-Decarboxylase-Hernmer [z. B. DFMO] 45 

- Apoptose-Induktoren 

- Ballaststoffe (auch als Vorstufen von kurzkettigen Fettsauren) 

- Induktoren von Zellproliferationsprozessen [z. B. Natriumbutyrat] 

[0031] Die Erfindung wird weiter anhand der Figur erlautert: 50 
[0032] Fig, 1: Syntheseschema 

[0033] Fig. 2: Dosis-abhangige Inhibierung der praneoplastischen Lasionsbildung in einem MMOC-Modell durch EC- 
252 

[0034] Die Erfindung wird anhand der nachstehenden Beispiele naher erlautert. 

55 

Beispiel 1 

Verfahren zur Herstellung von E-6-(a>Styryl)salicylsauremethylester (EC-9) 

[0035] Zu einer Losung von Natriummethanolat in Methanol (bereitet durch Aufldsen von 9,20 g (400 mMol) Natrium 60 
in 300 ml wasserfreiern Methanol) gibtman 56,3 g (100 mMol) (3-Acetoxy-2-merhoxycarbon}d)benzyl-triphenyl-phos- 
phoniumbromid (Eicher et al., Synthesis 1988, S. 525) und riihrt 30Min. bei +20°C. Danach fiigt man 10,6 g 
(100 mMol) Benzaldehyd (kaufliches Produkt frisch destilliert) zu und erhitzt das Reaktionsgemisch 4 Std. unter Riick- 
fluB. Danach kiihlt man auf Raumtemperatur ab, neutralsiert durch Zugabe von Eisessig und entfernt das Solvens im Va- 
kuum. Man nimmt den Riickstand in 300 ml Chloroform auf, wascht zweimal mit je 100 ml Wasser, trocknet die organi- 65 
sche Phase fiber MgSC>4, filtriert sie fiber 200 g Kieselgel (Nachelution mit wenig CHCI3) und entfernt das Solvens im 
Vakuum. Man erhalt ein farbloses 01, das in ca. 150 ml Petrolether (40-60°C) aufgenommen und bei -30°C (15 h) zur 
Kristallisation gebracht wird. Man erhalt 23,6 g (93%) farblose Nadeln, E/Z-Gemisch, Smp. 51-52°C. Aus dem E/Z-Ge- 
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misch kann durch Erhitzen in Toluol (30 Std. unter RuckfluB) in Gegenwart von Iod (einige mg) das reine E-konfigurierte 
Produkt quantitativ erhalten werden (Snip.: 56-57°C). 



5 





Beispiel 2 

20 Verfahren zur Herstellung von 6-(2-Phenylethyl)salicylsauremethylester (EC-1) 

[0036] 22,0 g (86,3 mMol) des Produkts aus Beispiel 1 werden in 300 ml Essigester gelost. Man fiigt 2,0 g Palladium 
auf Aktivkohle (5%) als Katalysator zu und hydriert in einer konventionelle Hydrierapparatur (Fa. Parr) bei 5 bar Was- 
serstoff-Uberdruck. Nach ca. 4 Std. ist die Wasserstoff-Aufnahme beendet. Man filtriert vom Katalysator ab, entfernt das 
25 Solvens im Vakuum, nimmt den Riickstand in Chloroform auf und filtriert die CHCI3 -Losung iiber 300 g Kieselgel (Na- 
chelution mit wenig CHCI3). Das Filtrat wird im Vakuum vom Solvens befreit und der Riickstand aus Petrolether 
(40-60°C) umkristallisicrt. Man crhalt 19,9 g (90%) des Produkts, farblosc Prismcn, Smp. 55-56°C. 




EC-1 



40 Beispiel 3 

Verfahren zur Herstellung von E-l-(5-Bromthienyl)-2-[(2-ethosycarbonyl-3-methox}0phenyl]ethen (EC-252) 

[0037] Zu einer Losung von Natriumrnethanolat in Methanol (bereitet durch Auflosen von 0,30 g (13,0 mMol) Na- 
45 trium in 50 ml wasserfreiem Methanol) gibt man 5,63 g (10,0 mMol) (2-Ethoxycarbonyl-3-methoxy)benzyl-triphenyl- 
phosphoniumbromid (Eicher et al., Synthesis 1988, S. 525) und riihrt 30Min. bei +20°C. Danach fiigt man 1,91 g 
(10,0 mMol) 5-Bromthiophen-2-carbaldehyd (Fa. Acros Organics, Geel, Belgien) zu und riihrt das Reaktionsgemisch 
24 Std. bei +20°C. Das auskristallisierte Produkt wird abgesaugt und in 50 ml Chloroform gelost, Die Losung wird iiber 
50 g Kieselgel filtriert (Nachelution mit wenig CHCI3). Das Solvens wird im Vakuum abdestilliert und der Riickstand 
50 [2,90 g (79%) E/Z-Gemisch] zweimal aus Ethanol umkristallsiert. Man erhalt 1,84 g (50%) des Produkts, gelbliche Na- 
deln, Smp. 93-94°C. 




EC-252 



OCH3 o 



Beispiel 4 

65 Bestimmung der chemopraventiven Aktivitat ausgewahlter Lunularsaurederivate 

[0038] Hepalclc7-Zellen (ATCC American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA) sat man in einer 96- 
Lochplatte in einer Dichte von 2 X 10 4 Zellen/ml (200 ul pro Loch) in a-MEM enthaltend 100 Einheiten/ml Penicillin G- 
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Na, 100 Einhei ten/ml Streptomycinsulfat und 250 ng/ml Amphotericin B (Gibco BRL, Grand Island, NY) erganzt mit 
10% fotalem Rinderserum bei 37°C in einer 5%igen COi-Atmosphare aus. Nach einer Prainkubationszeit von 24 Stun- 
den wurde das Medium erneuert, die Testverbindungen (Lunularin, Lunularsaure [beide Kontrolle], EC-1, EC-9 und EC- 
252) gelost in 10% DMSO (10 ul, Endkonzentration 0,5%) zugegeben und die Platten fur weitere 48 Stunden inkubiert. 
Die QR-Aktivitat wurde durch Messen der NADPH-abhangigen Menadiol-vermittelten Reduktion von. MTT (3-(4,5-di- 5 
methylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu blauem Formazan gemessen (Prochaska et al, Anal. Biochem. 
1988, 169(2): 328-336). Die Proteine wurden durch Kristallviolett-Farbung eines identischen Satzes von Platten be- 
stimmt. Die Induktion der QR-Aktivitat wurde aus dem Verhaltnis der spezifischen Enzymaktiviaten der mit den Verbin- 
dungen behandelten Zellen 7,u einer Losungsmittel kontrolle berechnet. Die CD-Werte (benotigte Konzentration in uM, 
um die spezifische Enzymaktivitat zu verdoppeln) wurden erzeugt. Die CD-Werte wurden mit den IC50-Werten (halb- 10 
maximale inhibitorische Konzentration der Zell-Lebensfahigkeit in uM) ins Verhaltnis gesetzt, um den chemopraventi- 
ven Index CI zu erhalten. Zusatzliche Tests wurden in einer von Hepa Iclc7-Zellen abgeleiteten Mutanten-Zelllinie 
(BI^cl) unternommen, welche unfahig ist, den Ah Rezeptor-Ligandenkomplex in den Kern zu translocieren. 

Tabelle 1 15 

Induktion von NAD(P)H : Chinonoxidoreduktase (QR) durch ausgewahlte Bibenzyle (alle Daten in uM) 

Hepalclc7 BP r cl 

20 





CD/CQ 


IC50 


CI 


CD 


A 


51,4/n.d 


> 93,5 


> 1,8 


n. I 


B 


20, 4/n.d. 


> 50 


2,5 


n.I 


EC-1 


0,22/6,8 


31,3 


171 


n. I 


EC-252 


0, 06/0, 24 


7,8 


129 


n.I 


EC-9 


0, 03/0, 16 


7,2 


223 


n.I 


CD/CQ = 


Konzentration 


, um die 


spezifische Aktiviat von QR zu 




verdoppeln/ zu 


vervierf achen 




IC50 = 


halbmaximale 


inhibitorische Konzentration 


CI = 


Chemopraventiver Index ; Verhaltnis 


von IC50 und CD 



n.d. = nicht bestimmt 

n.I. keine Induktion 

A = Lunularin (Kontrolle) 

B = Lunularsaure (Kontrolle) 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



[0039] Nachfolgend wurde die Dosis-abhangige Induktion von CyplA-Aktivitat in kultivierten Hepalclc7 bestimmt. 
Die Heapalclc7-Zellen wurden analog wie oben beschrieben fur 24 Stunden mit 0,5 uM (3-Naphthoflavon, einem klas- 
sischen bifunktionellen Induktor von Arzneimittel-metabolisierenden Enzymen, behandelt. Zum Vergleich des induzie- 
renden Potentials wurden die fur die 10-fache Anhebung der CyplA-Aktivitat erforderlichen Konzentrationen ermittelt. 
Da die Induktion von CyplA zu der Aktivierung von Procarcinogenen fiihren kann, wurde weiter das Potential, um 55 
CyplA-Aktivitat zu inhibieren, getestet. Diese Untersuchungen wurden an Lysaten von p-Naphthoflavon-induzierten 
H4IEE Rattenhepatoma- Zellen und CEC als Substrat gemacht. H4IIE-Zellen (ATCC American Type Culture Collection, 
Rockville, Maryland, USA) werden dazu in 10 cm Zellkulturplatten mit einer Dichte von 1 X 10 6 Zellen in 10 ml 
MEME-Medium mit den gleichen Zusatzen, wie vorstehend fur das a-MEM-Medium angegeben, ausgesat und fiir 24 
Stunden bei 37°C, 5% CO2 Atmosphare kultiviert. Danach wird das Medium erneuert und die Zellen fiir 38 Std. mit 60 
10 uM p-Naphthoflavon /ur Induktion von CyplA induziert. AnschlieRend werden die Zellen dreimal mit phosphatge- 
pufferter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen, durch Abschaben in 1 ml 200 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 mit 
10 mM MgCi2 (Puffer 1) geerntet und sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Zur Aktivitatsbestimmung wird das 
Zellhomogenat bei Raumteniperatur aufgetaut, zur Lyse durch eine Kaniile Nr. 20 gedriickt und mit Puffer 1 auf 10 ml 
verdiinnt. 90 ul dieser Losung (ca. 5—25 ug Protein) werden in 96-Lochplatten zu einer Mischung aus 10 ul der Testsub- 65 
stanz in DMSO und 100 ul Reaktionsgemisch (2-fach konzentriert) enthaltend 2,6 mM NADP, 6,6 mM Glucose- 6-Pho- 
spaht, 10 uM 3-Cyano-7-Ethoxycumarin (CEC) und 0,5 Einheiten Glucose-6-phosphatdehydrogenase gegeben. Der An- 
satz wird kurz gemischt. Die Kinetik der zeitabhangigen Dealkylierung von CEC wird 45 Min. lang bei 37°C im Mikro- 
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titerplattenfluorimeter mit einer Anregungswellenlange von 409 nm und einer Emissions wellenlange von 460 nm aufge- 
nommen (vgl. Crespi et al, Anal. Biochem. (1997), 248 (1), S. 188-190). 

Tabelle 2 

Modulation von CyplA-Aktivitat durch ausgewahlte Bibenzyle (alle Daten in uM) 

Cvd 1 A- Inhibi erunq 





C-10-fach 


IC50 


A 


> 93,5 


3,7 


B 


8,0 


8,3 


EC-1 


2,1 


0, 99 


EC-252 


0, 225 


0, 11 


EC-9 


< 0,13 


0, 08 



25 C 10 _ fach : Konzentration resultierend in einer 10-fachen 

Induktion der CyplA-Aktivitat 

IC50: Halbmaximale inhibitorische Konzentration 

30 A : Lunularin (Kontrolle) 

B : Lunularsaure (Kontrolle) 



Beispiel 5 

Nachweis der chemopraventiven Aktivitat erfindungsgemaBer Verbindungen im Maus-Brustdriisenmodell 



[0040] Ein Nachteil von in- vitro Untersuchungen ist, daB die glatte Ubertragbarkeit auf die in- vivo Situation oft nicht 
gegeben ist. Es wurde jedoch jetzt ein Organkulturmodell entwickelt, das als Klamrner zwischen Kurzzeit-in vitro- Ver- 
40 suchen und Langzeit-in vivo-Carcinogenesemodellen dienen kann. Dies ist das Maus-Brustdrusenmodell (mouse mam- 
mary glands, MMOC; Mehta et al., Carcinogenesis 1995, 16(2), S. 399^404). Dieses System kombiniert die Vorteile ei- 
nes in-vitro-Modells (Einfachheit, Handhabbarkeit, Dauer) mit den komplexen zellularen, metabolischen und Entwick- 
lungsbedingungen in einem Organismus. 

[0041] 3 bis 4 Wochen alte jungfrauliche weibliche BALB/c Mause wurden durch tagliche subkutane Injektionen mit 
45 1 jug Ostradiol 17B und 1 mg Progesteron fiir 9 Tage vorbereitet. Am Tag 10 werden die Tiere durch zervikale Disloka- 
tion getotet und das thorikale Brustdriisenpaar entnommen, das auf ein Seidengewebe gelegt wird. Diese Gewebeprapa- 
rationen wurden 10 Tage in serumfreiem Waymouth MB752/I- Medium (5 Driisen/5 ml Medium/Platte) inkubiert. Das 
Medium ist erganzt mit 2 mM Glutamin, Antibiotika (Penicillin und Streptomycin, jeweils 100 Einheiten/ml Losung) 
und wachstumsfordernden Hormonen, 5 ug Insulin, 5 ug Prolaktin, 1 jug Aldosteron und 1 jug Hydrocortison pro ml Me- 
50 dium. Das Carcinogen DMBA (2 ug/ml) wird dem Medium fiir 24 Stunden zwischen den Tag en 3 und 4 zugesetzt. Die- 
ses Zeitinterval stellt den Zeitraum der DNA-Synthese dar. Kontrollplatten wurden mit DMSO (DMBA-Losungsmittel) 
behandelt. Nach 10 Tagen Inkubation wurden die Driisen fiir weitere 14 in einem Medium gehalten, das nur Insulin 
(5 ug/ml) enthielt. Wahrend der gesamten Kulturdauer wurden die Driisen bei 37°C in einer 5% CO2 Atmosphare gehal- 
ten. 

55 [0042] Die erfindungsgemaBe Verbindung EC-252 (Testagenz) wurde in verschiedenen Konzentration zu dem Medium 
fiir die Tage 0—10 gegeben (10-15 Driisen pro Konzentration). Carcinogenbehandelte Driisen ohne Testagenz dienten als 
Positivkontrolle. Am Ende des Experiments nach 24 Tagen wurden die Driisen in 10% Formalin fixiert, mit Alauncarmin 
gefarbt und morphokologisch das Vorhandensein von Driisenlasionen untersucht. Das Auftreten (Inzidenz) von gebilde- 
ten Lasionen (Prozentsatz der Driisen mit Lasionen beziiglich der Gesamtanzahl der Driisen pro Gruppe) in der mit EC- 

60 2 52 behandelten Gruppe wird mit den Lasionen in der nur mit DMBA-behandelten Gruppe (unbehandelte Gruppe = 
DMBA-Kontrolle) verglichen und daraus der Prozentsatz der Inhibierung berechnet. Das Ergebnis ist in Fig. 2 gezeigt. 

Patentanspruche 

65 1. Lunularsaurederivat gekennzeichnet durch Formel (I) oder (II): 
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x 




x 




R3 



R3 




COOR 2 




COOR2 



5 



OR, 



ORi 



(X) 



10 



worin X einen mono- oder polycyclischen (Hetero)Arylrest bedeutet, 

Rl und/oder R2 jeweils unabhangig voneinander einen geraden oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 30 Kohlen- 
stoffatomen, einen geraden oder verzweigten Alkenylrest mit 2 bis 30 Kohlenstoffatomen, einen mono- oder poly- 
zyklischen Alkylrest mit 3 bis 30 Kohlenstoffatomen, einen mono- oder polyzyklischen Alkenylrest mit 4 bis 30 15 
Kohlenstoffatomen, oder einen mono- oder polyzyklischen aromatischen Rest mit 6 bis 30 Kohlenstoffatomen be- 
deuLen, 

wobei die Reste X, Rl, R2 gegebenenfalls durch einen oder mehrere Substituenten substituiert sein konnen, wobei 
diese Substituenten und/oder R 3 ausgewahlt sind 

aus: 20 

- Halogen: Fluor, Chlor, Brom, lod. 

Amino, Alkylamino, Dimethylamino oder Ethylamino, Dialkylamino, wie Dimethylamino, Diethylamino, 
Methylethylamino, wobei jeder dieser Dialkylaminoreste gegebenenfalls in Oxidform vorliegt, 

- Aminoalkyl, wie Aminomethyl oder Aminoethyl, 

- Dialkylaminoalkyl, wie Dimethylaminomethyl oder -ethyl, 25 

- Dialkylaminoalkyloxy, wie Dimethylaminoethyloxy, 

- Hydroxyl, 

freie, veresterte Carboxylgruppe, wie Alkoxycarbonyl, beispielsweise Methoxycarbonjd oderEthoxycarbo- 
nyl, oder in ein Salz, beispielsweise durch ein Natrium- oder Kaliumatom iiberfiihrt, 

Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, wie Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, tert. -Butyl, ge- 30 
gebenenfalls durch ein oder mehrere Halogenatom(e) substituiert, beispielsweise durch Fluor, wie Trifluorme- 
thyl, 

- Oxo, Cyano, Nitro, Formyl, 

- Acyl, wie Acetyl, Propionyl, Butyryl, Benzoyl, 

Acyloxy, wie Acetoxy oder ein Rest der Formel: 35 

0-CO-(CH 2 ) n C0 2 H, worin n = 1 bis 5, 

- Alkoxy, wie Methoxy, Ethoxy, Propyloxy, Isopropyloxy, Butyloxy, 

- Alkylthio, wie Methylthio, Ethylthio, Propyithio, Isopropylthio, Butylthio, 40 
Carbamoyl, 

- Alkenyl, wie Vinyl, Propenyl, 

- Alkinyl, wie Ethinyl, Propinyl und 

- Aryl, wie Phenyl, Furyl, Thienyl. 

2. Lunularsaurederivat nach Anspruch 1 gekennzeichnet durch Formel (EI) oder (IV): 45 



50 



55 



60 



65 
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R3 





CO OR, 



OR, 




R» 



Ri,R2 
R3 -R5 



cur; 



H, C2H5,CH3 
= H, OH, OR, Br, CI, AcO 
3,4- 
3,5- 
2,6 



R 3 




COOR2 



OR, 



Rl,R2 
R3 -R5 



H, C 2 H 5 ,CH3 
: H, OH, OR, Br, CI, AcO 
3,4- 
3,5- 
2,6 



3. Lunularsaurederivat nach Anspruch 1 oder 2 mit der Formel (V), (VI) oder (VII): 





OH 



c 

II 
0 



0CH3 




C00CH3 



OH 



CO 






Br 



OC 2 H 5 



OCH3 O 



Cm) 



EC-252 



4. Arzneimittel gekennzeichnet durch einen Gehalt an - mindestens einer Verbindung der allgemeinen Formel (I), 
(II), (III), (IV), (V), (VI) oder (VII). 

5. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1^4, umfassend zusaty.lich Vitamine, Mineralstoffe, Antioxidantien, 
Spurenelemente, Entziindungshemmer, Hormonmodulatoren, Angiogenesehemmer, Modulatoren der Signaliiber- 
tragung, Proliferationshemmer, Ornithindecarboxylasehemmer, Apoptose-Induktoren, Ballaststoffe und/oder In- 
duktoren von Zellproliferationsprozessen. 

6. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1-5 bereitgestellt in einer Dosis-Einheits-Form zur Verabreichung an ei- 
nen S auger. 

7. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1-6 umfassend weiter einen pharmazeutisch vertraglichen inerten Tra- 
ger oder ein Verdiinnungsmittel. 
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8. Verwendung eines Arzneimittels gemaB einem der Anspriiche 1-8 zur Prevention einer Krebserkrankung. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Verbindung gemaB Formel (I) oder (II) mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager oder Verdiinnungsmittel 
vermischt wird. 
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